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ロシンキナーゼ、依存径路の一つに Focal adhesion kinase (F AK) を介するものがありその下流のシグナル伝達にお




1. 使用した細胞: SV40・transformed human corneal epithelial cells (sCE) , SV 40・transformed human lens 
epithelial cells (sLE) , human retinal pigment epithelial cells stably expressing human telomerase reverse 
transcriptase (tRPE)を使用した
2. ヒト Cas の発現:上記 3 種類の細胞を血清下で 24 時間培養後 lysis bu首位に懸濁した。細胞懸濁液を遠心 (12，000
Xg、 15 分)し、上清をタンパク定量したのち各細胞サンプル 10μg づっ SDSIPAGE を行い、続いて、既に市販さ
れていたポリクローナル抗ラット C 末端 Cas 抗体 (Cas C-20) と抗ラット N 末端 Cas 抗体 (Cas N-20) を一次抗
体として、ウエスタンブロットを施行した。すべての細胞に Cas C-20 に交差反応を示す約 130 kDa の単一のタンパ
ク質が発現しているのが確認された。一方、 Cas N-20 では複数のタンパク質が交差反応を示していた。以上より Cas
C.20 を用いてヒト Cas の単離が可能であろうと判断した。
3. ヒト Cas の単離・同定: Cas C.20 を使用して ZAP.cDNASynthesis Kit protocol に従い、ヒト角膜 cDNA ライ
ブラリーのスクリーニングを施行した。 Blast や Fasta を用いてホモロジー検索を行った。 Cas C.20 を用いて、ヒト




3228 塩基配列のクローン H-2 を単離した。 H-2 はラット、マウス Cas と DNA レベルで 85%、タンパク質レベルで
90%マッチングしていた。以上の結果、単離された H-2 をヒトの Cas と断定した。先のウエスタンプロットの結果
と併せて Cas C-20 を用いてヒト Cas の評価が行えると考え、以後の実験においてこの抗体を使用した。
4. ノーザンブロット:各細胞から poly 仏)+RNA を抽出し、2μgの mRNAをアガロースゲ、ノレに電気泳動後、Hybond
N+membrane に転写したものと、市販のヒト正常臓器の mRNA (各サンプル 2μg) が転写されているノザンブロ
ットメンブレンを使用し単離したヒト Cas 遺伝子の発現を確認した。プローブとしては単離したヒト Cas 遺伝子を
鋳型として作成した約1.0・kbp の PCR断片を用いた (primer: sense 5'-CTGGGAACCGCCTCAAGATC-3' ; 308-320, 
anti-sense 5'-GGTCGACAGTGGTGTGTATG-3' ; 1353・ 1372 ， GenBank Accession No. AB040024)。眼キ且織の細胞、
正常ヒト臓器の細胞すべてに約 3.3 kb のシングルバンドが確認された。
5. RGDS による接着細胞の剥離:インテグリンから FAK、 Cas を介する経路が眼組織の上皮細胞の細胞接着にど
のように働いているのかを調べるために、細胞死を誘導することなく、細胞を培養皿から、剥離させる系として、
Arg-Gly-Asp (RGD) ペプチドを用いた実験系を使用した。各細胞をそれぞれ、プラスチック 6-well culuture プレ
ートに血清下 (10%胎児ウシ血清: FCS) で 2X 105 cells/well 播種した。そして、 24 時間後に無血清下にして可溶
性人工 RGD 含有テトラペプチドArg-Gly-Asp-Ser(RGDS: 1 mM) あるいはコントロールペプチドArg-Gly. Glu・Ser
(RGES: 1 mM) を添加し、顕微鏡下で経時的に形態を観察した。添加後 30 分で sLE と tRPE が細胞剥離を生じ、
2 時間後には完全に剥離していた。一方 sCE では顕著な細胞剥離を認、めなかった。 24 時間後にはこれらの細胞は再
接着していた。 RGES による細胞剥離は全ての細胞で認めなかった。
6. RGDS による FAK、 Cas のチロシンリン酸化に対する効果の検討: 10%FCS 血清下にて 24 時間培養した眼組
織上皮細胞に、無血清下にして RGDS (1 mM) あるいは RGES (1 mM) にて処理した後、 lysis bu首位に可溶化し
た。可溶分画を遠心 (12 ，OOOXg、 15 分)しー上清をタンパク定量したのち、抗ヒト FAK抗体あるいは Cas C-20 と
プロテイン AAgarose にて免疫沈降した。免疫沈降物を SDSIPAGE したのち抗ホスホチロシン抗体 (PY20) を一次
抗体としてウエスタンブロットを施行し、 RGDS による FAK あるいは Cas のチロシンリン酸化に対する影響を検討
した。 sLE 、 t RPE は RGDS 添加により細胞剥離が生じた。この 2つの細胞で無治療あるいは RGES 添加ではチロ
シンリン酸化の減少を認めなかったが、 RGDS を添加した場合には FAK および Cas のチロシンリン酸化の減少を認
めた。細胞剥離の生じなかった sCE では RGDS 添加によるチロシンリン酸化の減少を認、めなかった。
[総括]
今回の研究でヒト Cas を同定し、ヒト眼上皮細胞においても Cas が発現している事を確認した。今回の研究では





本論文は、先ずヒト p130Cas (Cas) を同定し、 Focal adhesion kinase (FAX) と Cas を介するシグナル伝達経路
が眼組織の上皮細胞の細胞接着に関与しているか否かを検討している。使用している細胞は SV40・transformed
human corneal epithelial cells (sCE) 、 SV40・transformed human lens epithelial cells (sLE) 、 human retinal 
pigment epithelial cells stably expressing human telomerase reverse transcriptase (tRPE) であった。ポリクロ
ーナル抗ラット C 末端 Cas 抗体 (Cas C-20) を用いヒト眼組織の上皮細胞で Western blotting 法にてヒト Cas が発
現しているかを確認後、ヒト角膜 cDNA ライブラリースクリーニングを用いて Cas C-20 にてヒト Cas を同定してい
る。次に、細胞死を誘導することなく、細胞を培養皿から、剥離させる系として、Arg-Gly-Asp (RGD) ペプチドを
用いた実験系を使用し、インテグリンから FAX、 Cas を介する経路が眼組織の上皮細胞の細胞接着にどのように働い
????
ているのかを検討している。可溶性人工テトラ RGD ペプチドである RGDS (Arg-Gly-Asp Ser) ペプチド (RGDS)
を添加し、顕微鏡下で経時的に形態を観察された。添加後 2 時間後には sLE と tRPE に完全に剥離していた。一方
sCE では顕著な細胞剥離を認めていない。コントロールベフ。チドによる細胞剥離は全ての細胞で認めていない。さら
に RGDS による FAX、 Cas のチロシンリン酸化に対する効果の検討を行っている。細胞から抽出した蛋白を抗ヒト
FAX 抗体あるいは Cas C-20 と免疫沈降し、抗ホスホチロシン抗体にてウエスタンプロット法を施行したところ、顕
微鏡下では細胞剥離が生じた sLE、 tRPE は RGDS 添加により FAX および Cas のチロシンリン酸化の減少を認めて
いる。細胞剥離の生じなかった sCE では RGDS 添加によるチロシンリン酸化の減少を認めていない。以上より RGDS
を用いた系においては細胞の接着/剥離と FAX/Cas のチロシンリン酸化の程度とが明らかに相関していることを見出
している。
今回の研究でヒト Cas を同定し、ヒト眼上皮細胞においても Cas が発現している事を確認している。また FAKlCas
を介するシグナル伝達経路が眼の上皮細胞の細胞接着に極めて重要な役割を果たしている可能性を見出している。
眼組織の上皮細胞の再接着、再増殖により様々な疾患が発症するといわれているが、眼科領域において種々の疾患
を引き起こす眼の上皮細胞の再接着、再増殖に、関係する分子レベルにおけるメカニズムを検討することは、疾患の
治療において非常に重要であり、今回の結果より FAX/Cas を介する、ングナル伝達経路が眼の上皮細胞の細胞接着に
極めて重要な役割を果たしている可能性が示しており、後発白内障、増殖性網膜硝子体症など眼の上皮細胞の再接着、
再増殖に、関係する疾患の原因解明に新たな道筋をつけたものとして、本論文は学位に値するものと考える。
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